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(57) Abstract 

The invention concerns a recombinant viral vector 
in whose genome are inserted the sequences coding for 
at least a polypeptide for inhibiting or delaying the 
binding of an immunodeficiency virus to a target cell 
and/or the penetration of said virus into said cell, said 
viral vector not being an adenovirus vector in whose 
genome is inserted the DNAc coding for the murine 
RANTES. It also concerns an infectious viral particle, a 
host cell and a pharmaceutical composition comprising 
said vector, viral particle or host cell. It further concerns 
a method for preparing such an infectious viral particle. 
Finally, it concerns the therapeutic or prophylactic use of 
a viral vector, a viral particle, a host cell, an adenovirus 
vector expressing the murine RANTES and a plasmid 
vector comprising the sequences coding for at least a 
polypeptide for inhibiting or delaying the binding of 
an immunodeficiency virus to a target cell and/or the 
penetration of said virus into said cell, for preparing a medicine for the treatment immunodeficiency-related diseases-using gene therapy. 

(57) Abre* g e 

• La presente invention concerne un vecteur viral recombinant dans le genome duquel sont ins6rees les sequences codant pour au 
moins un polypeptide permettant d'inhiber ou retarder la liaison d'un virus d'immunoddficience a une cellule cible et/ou la penetration 
dudit virus dans ladite cellule, ledit vecteur viral n'etant pas un vecteur adenoviral dans le genome duquel est tnsere I'ADNc codant pour le 
RANTES murin. EUe a egalement trait a une particule virale infectieuse, une cellule hdte et une composition pharmaceutique comprenant 
ledit vecteur, particule virale ou cellule h6te. Elle concerne dgalement un precede de preparation d'une telle particule virale infecU'euse. 
Enfin, elle concerne 1 'utilisation therapeutique ou prophylactique d'un vecteur viral, d'une particule virale, d'une cellule note, d*un vecteur 
adenoviral exprimant le RANTES murin ainsi que d'un vecteur plasmid ique comprenant les sequences codant pour au moins un polypeptide 
permettant d'inhiber ou retarder la liaison d'un virus d'immunodfificience a une. cellule cible et/ou la p£ne*tration dudit virus dans ladite 
cellule, pour la preparation d'un medicament destine au traitement des maladies d'immunodeficience par therapie genique. 
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VECTEURS I NH I BANT OU RETARDANT LA LIAISON D'UN VIRUS D* IMMUNODEFICIENCE AUX 
CELLULES 



5 La presente invention a pour objet de nouveaux vecteurs permettant 

1'expression d'un polypeptide permettant d'inhiber ou retarder la liaison d'un vims 
d'immunodeficience a une cellule hote et/ou la penetration dudit virus dans ladite 
cellule ainsi que leur utilisation pour prevenir ou traiter une maladie 
d'immunodeficience et notamment le syndrome de 1'immunodeficience acquise 

10 (SID A) resultant de Tinfection par le virus de rimmunodeficience humaine (VIH). 

Le SIDA se developpe a la suite d'une infection par le virus VIH des 
lymphocytes T4 d'un individu. L'infection peut etre asymptomatique pendant de 
nombreuses annees, mais des que les cellules sont activees, le virus se replique 
rapidement et les detruit. Le SIDA se caracterise par un deficit de l'immunite 

15 cellulaire, qui a pour effet de rendre Pindividu particulierement sensible a toute 
infection opportunists En juillet 1992, TOMS a enregistre 501 272 cas de SIDA 
dans le monde (AIDS Information international literature on acquired 
immunodeficiency syndrom and related retroviruses, 1992, 5, Leeds University 
Press. Editor A.W. Boylston, Leeds). Mais ces chiffres sont toutefois inferieurs a la 

20 realite, puisque cette maladie constitue une veritable epidemie dans certains pays 
africains. A 1'heure actuelle, malgre le fait que les traitements de chimiotherapie aient 
permis d'augmenter Tesperance de vie des malades, le SIDA reste une maladie dont 
le taux de mortalite est toujours tres eleve. 

Le VIH est un retrovirus qui appartient a la famille des lentivirus. Comme 

25 tout retrovirus, il est forme d'une enveloppe entourant une capside de nature 
proteique, qui contient le materiel genetique constitue par une molecule d'ARN 
associee a diverses proteines virales necessaires aux premieres etapes du cycle 
replicatif. Des 1984, on a mis en evidence le role determinant de la molecule CD4 
presente essentiellement a la surface des lymphocytes T CD4+ et des monocytes, 
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dans la penetration du virus au sein des cellules cibles. 

De nombreuses observations accumulees au cours de ces 10 dernieres 
annees, ont suggere l'existence de cofacteurs supplemental. Recemment, I'equipe 
de Berger a identifie le role du recepteur a 7 domaines transmembranaires, designe 
5 initialement fiisine et rebaptise depuis lors CXCR-4 (Oberlin et al., 1996, Nature 
382, 833-835 ; Feng et al., 1996, Science 272, 872-877), pour permettre la 
penetration du virus suite a 1'interaction de l'enveloppe virale et du recepteur CD4. 
Son ligand SDF-1 (pour stromal cell-derived factor 1 en anglais) semble bloquer 
efficacement l'infection des lignees lymphocytaires par les isolats VIH-1 adaptes aux 

10 lignees immortalisees et les T-tropiques. 

En outre, plusieurs groupes ont montre que les isolats a trppisme 
macrophage primaires ou adaptes aux lignees immortalisees utilisent un corecepteur 
different pour infecter les cellules hotes. Le recepteur CCR-5, toujours en 
association avec CD4, permet I'entree de ces souches (Dragic et al., 1996, Nature 

15 38], 667-673 ; Alkhatib et al., 1996, Science 272, 1955-1958). Ce recepteur lie 
normalement le RANEES (pour regulated on activation, normal T cell expressed and 
secreted en anglais), MEM a et MIP-ip (pour MAC inhibitory protein en anglais) 
et ces p-chimiokines repriment la penetration du virus dans les cellules, 
probablement par un phenomene de competition et/ou d f internalisation du complexe 

20 recepteur/ligand. L'effet inhibiteur est supprime en presence d'anticorps diriges 
contre ces trois molecules (Cocchi et al., 1995, Science 270, 1811-1815). 

Les premiers essais envisages jusqu'a present, mettent en oeuvre les 
chimiokines precitees sous forme purifiee, des . antagonistes qui bloquent les 
recepteurs ou encore des anticorps diriges contre le recepteur. Cependant, 

25 l'administration de telles molecules pose un . certain nombre de problemes, 
notamment du au fait qu'elles sont metabolisees tres rapidement dans l'organisme ce 
qui necessite Fadministration de fortes doses et de fa?on repetee et augmente le cout 
du traitement. La presente invention permet de remedier aux inconvenients de Tart 
anterieur et propose des vecteurs plus appropries exprimant les ligands SDF-1, 
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RANTES, MIP-la ou MIP-lp ou leurs derives, dans le but d'augmenter leur 
efficacite tout en diminuant les effets indesirables. Un adenovirus recombinant 
exprimant I'ADNc codant pour !e RANTES murin a deja ete decrit dans la litterature 
(Braciak et al., 1996, J. Immunol. 157, 5076-5084) mais son utilisation a des fins 
5 anti-SIDA n'est pas enseignee. 

On a maintenant montre que les cellules lymphocytaires incubees en presence 
de sumageants de cellules infectees par des vecteurs adenoviraux defectifs exprimant 
le RANTES sont protegees centre la replication du VIH. Les experiences en 
modeles murins confirment la persistence du vecteur adenoviral, celui-ci pouvant 
10 etre detecte dans le foie des animaux traites pendant plus de 60 jours apres 
I'injection. 

Cest pourquoi la presente invention a pour objet un vecteur viral 
recombinant dans le genome duquel est insere les sequences codant pour au moins 
un polypeptide permettant d'inhiber ou retarder la liaison d'un virus 

15 d'immunodeficience a une cellule cible et/ou la penetration dudit vims dans ladite 
cellule, ledit vecteur viral n'etant pas un vecteur adenoviral dans le genome duquel 
est insere I'ADNc codant pour le RANTES murin. 

Au sens de la presente invention, un vecteur viral fait reference a un virus 
dont le genome a ete modifie de maniere a permettre le transfer! et Expression d'un 

20 gene d'interet dans une cellule ou un organisme hote eucaiyote. Un vecteur viral 
susceptible d'etre mis en oeuvre dans le cadre de la presente invention, peut etre 
derive notamment d'un poxvirus, d'un virus de l'herpes, d'un alphavirus, d'un 
retrovirus, d'un adenovirus ou d'un virus associe a Tadenovirus. Avantageusement, 
il s'agira d'un vecteur non integratif et non replicatif De tels vecteurs ainsi que leur 

25 technique de preparation sont connus de l'homme de l'art. 

A cet egard, les adenovirus of&ent plusieurs avantages qui en font des 
vecteurs de choix dans le cadre de la presente invention. En effet, ils infectent de 
nombreux types cellulaires, aussi bien des cellules en division que quiescentes, sont 
non-integratifs et peu pathogenes. A titre indicatif, leur genome est constitue d'une 
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molecule d'ADN lineaire et bicatenaire d'environ 36 kb portant plus d'une trentaine 
de genes, a la fois des genes precoces necessaires a la replication virale et des genes 
tardifs de structure. Les genes precoces sont repartis en 4 regions (designees El a 
E4 ; E pour early signifiant precoce en anglais). Les regions El, E2 et E4 sont 
5 essentielles a la replication virale alors que la region E3 impliquee dans la modulation 
de la reponse immunitaire anti-adenovirus chez l'hote ne Test pas. Les genes tardifs 
(LI a L5 ; L pour late signifiant tardif en anglais) recouvrent en partie les unites de 
transcription precoces et sont, pour la plupart, transcrits a partir du promoteur 
majeur tardif MLP (pour Major Late Promoter en anglais). 

10 Avantageusement, un vecteur adenoviral selon l'invention est defectif pour 

la replication, c'est a dire incapable de replication autonome dans une cellule hote. 
Generalement, un tel vecteur est obtenu a partir d'un adenovirus dont le genome a 
ete modifie de maniere a rendre non fonctionnels un ou plusieurs genes viraux 
essentiels a sa replication. Ces modifications peuvent etre diverses (deletion, 

15 mutation et/ou addition d'un ou plusieurs nucleotides) et localisees dans les regions 
codantes du genome viral ou en dehors de celles-ci, par exemple dans les regions 
promotrices. 

Un vecteur adenoviral prefere selon l'invention est depourvu de la majorite 
de la region El et, de fa?on optionnelle, de tout ou partie de la region E3. II peut en 

20 outre comprendre des deletions ou mutations supplementaires affectant un ou 
plusieurs autres genes viraux, notamment au sein des regions E2, E4 et/ou L1-L5. 
A cet egard, on peut avoir recours aux vecteurs de seconde generation de l'etat de 
la technique (voir par exemple les demandes internationales W094/28152 et 
WO97/041 19). A titre illustratif, la deletion de la majorite de la region El et d'une 

25 partie de Tunite de transcription E4 est tout particulierement avantageuse. On 
indique qu'un vecteur adenoviral selon l'invention conserve les regions en cis du 
genome adenoviral a savoir les repetitions inversees terminales (ITR) et la region 
d'encapsidation. Leur longueur et sequence nucleotidique peuvent varier d'un 
serotype a Tautre! Cependant, elles peuvent etre aisement isolees a partir des 
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donnees de ia Iitterature. A titre indicatif, les ITRs correspondent aux premiers et 
derniers 103 nucleotides (nt) des extremites 5* et 3' du genome de l'adenovirus de 
type 5 (Ad5) et la region d'encapsidation s'etend jusqu'au nt 458. 

Une autre variante interessante peut consister en des mutations ou des 
5 deletions limitees, ne necessitant pas de complementation des fonctions touchees. On 
peut citer par exemple la mutation thermosensible de la region E2 (Ensinger et al., 
1972, J. Virol. 70, 328-339) ou la deletion partielle de la region E4 conservant 
notamment les sequences codant pour les cadres de lecture ouverts (ORF)_3 et/ou 
6 et 7 qui ne necessite pas de complementation de la fonction E4 (Ketner et al., 

10 1989, Nucleic Acids Res. /7, 3037-3048). En outre, le maintien de ORFs 3, 3 et 4 
ou 3, 6 et 7 peut s'averer avantageux en terme d'expression du transgene. II est 
egalement possible d' avoir recours a un vecteur minimal conservant essentiellement 
les regions en cis essentielles a la replication (ITRs et region d'encapsidation) et 
defectif pour F ensemble des fonctions vitales. 

1 5 Comme deja mentionne, le vecteur adenoviral selon 1'invention est, de fafon 

optionnelle, en outre depourvu de tout ou partie de la region E3 non essentielle afin 
d ! accroitre les capacites de clonage. Cependant, on peut envisager de conserver les 
sequences E3 codant pour les polypeptides permettant 1'echappement au systeme 
immunitaire de l'hote, notamment la glycoprotein gp!9k (Gooding et al., 1990, 

20 Critical Review of Immunology JO, 53-71) 

Un vecteur adenoviral prefere selon Finvention est choisi parmi les suivants : 

(1) vecteur adenoviral depourvu de tout ou partie de la region El et, de maniere 
optionnelle, de tout ou partie de la region E3, 

(2) vecteur adenoviral depourvu de tout ou partie des regions El et E2 et, de 
25 maniere optionnelle, de tout ou partie de la region E3, 

(3) vecteur adenoviral depourvu de tout ou partie des regions El et E4 et, de 
maniere optionnelle, de tout ou partie de la region E3, 

(4) vecteur adenoviral depourvu de tout ou partie des regions El et E4 et, de 
maniere optionnelle, de tout ou partie de la region E3, et comportant une 
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mutation non fonctionnelle de la region E2, et 
(5) vecteur adenoviral depourvu de tout ou partie des regions El, E2 et E4 et, 
de maniere optionnelle de tout ou partie de la region E3. 
Par ailleurs, I'origine du vecteur adenoviral selon 1'invention, peut etre variee 
5 aussi bien du point de vue de I'espece que du serotype. II peut deriver du genome 
d'un adenovirus d'origine humaine ou animale (canine, aviaire, bovine, murine, ovine, 
porcine, simienne...) ou encore d'un hybride comprenant des fragments de genome 
adenoviral d'au moins deux origines differentes. On peut citer plus particulierement 
les adenovirus CAV-1 ou CAV-2 d'origine canine, DAV d'origine aviaire ou encore 
10 Bad de type 3 d'origine bovine (Zakharchuk et al., Arch. Virol., 1993, 1 28: 171- 
176 ; Spibey et Cavanagh, J. Gen. Virol., 1989, 70: 165-172 ; Jouvenne et al., Gene, 
1987, 60: 21-28 ; Mittal et al., J. Gen. Virol., 1995, 76: 93-102). Cependant, on 
preferera un vecteur adenoviral d'origine humaine derivant de preference d'un 
adenovirus de serotype C, notamment de type 2 ou 5. 
15 Un vecteur adenoviral selon la presente invention peut etre genere in vitro 

dans Escherichia coli (E coli) par ligation ou recombinaisqn homologue (voir par 
exemple la demande Internationale WO96/17070) ou encore par recombinaison dans 
une lignee de complementation. 

Comme indique precedemment, la caracteristique essentielle du vecteur viral 
20 selon l'invention est de porter au sein de son genome les sequences codant pour au 
moins un polypeptide permettant d'inhiber ou retarder les premieres etapes d'une 
infection virale, le vecteur viral rfetant pas un vecteur adenoviral exprimant TADNc 
codant pour le RANTES murin. 

Selon un mode de realisation avantageux, le polypeptide en usage dans la 
25 presente invention est un ligand d'un recepteur cellulaire, ce dernier facilitant la 
liaison et/ ou la penetration d'un virus d'immunodeficience au sein de la cellule cible. 
Sa liaison au recepteur inhibe au moins partiellement la liaison et/ou l'entree du virus 
au sein de la cellule cible. L'inhibition peut etre mesuree par les techniques 
Uassiques, par exemple en evaluant Tactivite de la transcriptase inverse du virus, la 
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presence de proteines virales (p24 pour ie virus VIH) ou par des tests d'inhibition de 
fusion tels que decrits dans Dragic et al. (1996, supra) et Alkhatib et al. (1996, 
supra). 

Le polypeptides usage dans la presente invention est de preference choisi 
5 parmi les ligands d'un recepteur facilitant, eventuellement en association avec CD4, 
la liaison et/ou la penetration du virus VIH-1 dans la cellule cible. On peut citer les 
chimiokines liant le recepteur CCR-5, CXCR-4, CCR-2B, CCR-3, US28, BOB (ou 
GPR-15) ou encore BONZO (ou STRL-33) (Pleskoff et al., 1997, Science 
276,1874-1878 ; Deng et al., 1997, Nature 388 y 296-300 ; Liao et al., 1997, J, Exp. 
10 Med. 755, 2015-2023). Les recepteurs qu'il convient egalement de considerer dans 
le cadre de la presente invention sont CCR1 (J.Virol., vol 72, no.7, pages 6260- 
6263, 1998) ; GPR1 (Virology 249, pages 367-378, 1998) ; CCR8 (J.Biol.Chem., 
273 (1), pages 386-391, 1998 ; J. Virol. 71, no.12, pages 8999-9007, 1997) ; V28 
ou CX3CR (Virology 231, pages 130-134, 1997 ; J. Virol. 71, no.12, pages 8999- 
15 9007, 1997) ; le recepteur putatif de MDC (Science, 278, pages 695-698 1997) ; 
APJ et CCR9 (J.Virol., Vol 72, no 10, pages 7934-7940, 1998). 
Parmi ces ligands, on mentionnera le MDC (pour macrophage derived chemokine 
; Pal et al., 1997, Science 278, 695-698) , le v-MTPII (Kaposi's sarcoma-associated 
herpes virus ; Kledal et al., 1997, Science 277, 1656-1659) et plus particulierement 
20 le RANTES, le MEP-la, le MDP-lp et le SDF-1, notamment d'origine humaine. 

On rappelle ci-apres les proprietes des polypeptides precites. 

Le RANTES est produit essentiellement par les lymphocytes du sang 
peripherique, les macrophages et les cellules T. II presente plusieurs activites parmi 
lesquelles la chimioattraction.portant sur les monocytes et les cellules CD4+/CD45 
25 RO\ II comporte 68 acides amines. Sa sequence est decrite dans Schall et al. (1988, 
J. Immunol. 747, 1018-1045). 

Le MlP-la est produit essentiellement par les lymphocytes T et les 
monocytes. II permet la chimioattraction portant sur les monocytes et, a moindre 
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echelle, sur les lymphocytes T. En outre, i! inhibe la proliferation des precurseurs 
hematopoTetiques. Sa sequence est decrite dans Obaru et al. (1986, J. Biochem. 99, 
885-894). 

Le MIP-ip est produit essentiellement par les lymphocytes T et les 
5 monocytes. II permet la chimioattraction portant sur les monocytes et, a moindre 
echelle, sur les lymphocytes T. En outre, il inhibe la proliferation des precurseurs 
hematopoietiques. Sa sequence est decrite dans Brown et al. (1989, J. Immunol. 
142, 679-687). 

Le SDF-1 est produit essentiellement par les cellules stromales et de la 
10 moelle osseuse. II intervient dans la chimioattraction portant principalement sur les 
lymphocytes. Sa sequence est decrite dans Tashiro et al. (1993, Science 261 ', 600- 
603). 

Dans le cadre de la presente invention, on peut mettre en oeuvre un 
polypeptide natif ou un derive de ce dernier. II peut etre obtenu par mutation, 

15 substitution, addition et/ou deletion d'un ou plusieurs residus du polypeptide natif 
sous reserve qu'il soit capable d'exercer Tefifet inhibiteur recherche vis a vis de 
Tinfection virale. De preference, un derive en usage dans Invention retient les 
capacites de liaison au recepteur mais a une activite biologique reduite ou nulle. En 
efiFet, il peut etre avantageux de supprimer ou reduire les activites biologiques du 

20 polypeptide, afin de minimiser les efFets secondaires indesirables. A cet egard, un 
derive antagoniste convient tout particulierement. A titre d'exemples de derives 
antagonistes du RANTES, on peut titer le RANTES pourvu d'un residu Met a 
Textremite N-terminale de la proteine mature (Proudfoot et al., 1996, J. Biol. Chem. 
271, 2599 -2603),.Paminooxypentane-RANTES ou AOP-RANTES (Science 276, 

25 pages 276-279, 1997) et le RANTES delete des 8 premiers residus en position N- 
terminale (ci-apres designe RANTES Al-8 ; Arenzana-Seisdedos et al., 1996, 
Nature 383, 400) qui ne presentent plus les proprietes chimiotactiques et d'activation 
des monocytes caracterisant le RANTES natif. 

A titre d'exemple de derive antagoniste de SDF-1, on peut citer le peptide 
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correspondant aux 9 residus N-terminaux de SDF-1 (LoetscHer et al., 1998, 
J.BioI.Chem. Vol.273, no.35, pages 22279-22283). 

Les sequences nucleotidiques codant pour le polypeptide en usage dans la 
presente invention peuvent etre isolees selon les techniques de l'art (PCR, reverse 
5 transcription, synthese chimique, utilisation de sondes adequates...). D peut s'agir de 
sequences genomiques, ADNc qui peuvent etre modifiees par exemple au niveau des 
introns (type minigene). Leur insertion dans le genome du vecteur viral selon 
l'invention a, de preference, lieu dans une region non essentielle ou au sein d'une 
region modifiee/deletee. S'agissant d'un vecteur adenoviral, le site de clonage prefere 

10 est en remplacement de El . Dans le cas ou Ton met en oeuvre plusieurs sequences 
nucleotidiques, elles peuvent etre inserees au meme endroit ou a des endroits 
differents du genome viral, utiliser les memes elements de regulation ou des elements 
differents et, eventuellement, etre en orientation reverse les unes par rapport aux 
autres afin de minimiser les phenomenes d'interference au niveau de l'expression 

15 genique. 

Bien entendu, les sequences nucleotidiques sont placees sous le controle des 
elements necessaires a leur expression dans une cellule hote. La locution "elements 
necessaires a l'expression" designe les elements genetiques permettant la 
transcription de la sequence nucleotidique en ARN et la traduction d'un ARNm en 

20 polypeptide. Parmi ceux-ci, le promoteur revet une importance particuliere. H peut 
etre isole d'un gene quelconque d'origine eucaryote ou meme virale et peut etre 
constitutif ou regulable. Alternativement, U peut s'agir du promoteur naturel du gene 
en question. Par ailleurs, il peut etre modifie de maniere a ameliorer Tactivite 
promotrice, supprimer une re^on inhibitrice de la transcription, rendre un promoteur 

25 constitutif regulable ou vice versa, introduce un site de restriction... Le choix d'un 
promoteur est a la portee de l'homme de l'art et sera adapte au vecteur viral retenu. 
On peut mentionner, a titre d'exemples, les LTR retroviraux adaptes a un vecteur 
retroviral, le promoteur 7,5K du virus de la vaccine ou encore les promoteurs 
eucaryotes des genes PGK (Phospho Glycerate kinase), d'immunogiobuline 
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(lymphocyte-specifique), le promoteur SRa hybride entre I'origine de SV40 et le 
LTR de HTLV-I (Takebe et al.. 1988, Mol. Cell, Biol. 5, 466-472), le promoteur 
SM22a et le promoteur de la Desmine (demande de brevet WO 98/15575). II est 
egalement envisage dans le cadre de la presente invention d'utiliser des promoteurs 
5 tissus specifiques. Parmi les promoteurs tissus specifiques, les promoteurs foie- 
specifiques sont des promoteurs preferes. On peut notamment citer : le promoteur 
de Pal-Antitiypsine (Long et al., Biochemistry, 1984, 23, 4828-37 ; Yull et al, 
Transgenic Research, 4, 770-74 (1995)), le promoteur du FacteurIX (Salier et al., 
J. of Biol. Chem., 265, no.12, 7062-68, 1990), le promoteur du gene de l'Albumine 

10 (Izban et al., J. Biol. Chem, 264, no. 16, 9171-79, 1989), ces demiers promoteurs 
pouvant etre couples a l'Apo E enhancer dans le but d'augmenter le taux de 
transcription du gene place sous le controle de ce promoteur (Shachter et al., Journal 
of Lipids research, vol 34, 1993, page 1699). On peut egalement avoir recours a un 
promoteur inductible parle virus HIV (LTR de HIV) 

15 Dans le cadre d'un vecteur adenoviral, les promoteurs CMV precoce 
(Cytomegalovirus), RS V (Rous Sarcoma Vims) et les promoteurs foie-specifiques 
eventuellement couples a une sequence augmentant le taux de transcription telle que 
l'Apo E enhancer sont preferes. 

Bien entendu, les sequences nucleotidique en usage dans le cadre de la 

20 presente invention peuvent en outre comprendre des elements additionnels 
ameliorant leur expression, leur maintien dans la cellule hote ou la localisation du 
polypeptide. De tels elements sont connus de l'homme de Tart. On indique que la 
sequence nucleotidique en usage dans le cadre de la presente invention comporte de 
preference une sequence signal permettant la secretion du polypeptide en dehors de 

25 la cellule hote. II peut s'agir de la sequence signal native ou d'une sequence 
heterologue issue d'un polypeptide eucaryote ou viral secrete. En outre la presence 
d'une sequence d'epissage peut etre avantageuse pour ameliorer les niveaux 
depression. A cet egard, le second intron du gene P-globine de lapin (Green et al., 
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1988, Nucleic Acid Res. 16, 369 ; Karasuyama et al., 1989, J. Exp. Med. 169, 13- 
25) ou la sequence d'epissage synthetique trouvee dans le plasmide pCI (promega 
Corp, pCI mammalian expression vector El 731 comprenant le site donneur de 
Tintron 1 de la P-globine humaine et le site accepteur du gene d\me immunoglobine 
5 de souris) constituent des exemples preferes. 

Un vecteur viral selon l'invention particulierement avantageux derive d'un 
adenovirus depourvu de 1'essentiel des regions El et E3 et dans lequel est inseree a 
la place de la region El une cassette d'expression comportant le promoteur CMV 
ou RS V, une sequence d'epissage, I'ADNc codant pour le RANTES humain ou son 
1 0 derive RANTES A 1 -8 et une sequence de polyadenylation. 

Par ailleurs, le vecteur viral selon l'invention peut comprendre des sequences 
nucleotidiques exogenes additionnelles codant pour un ou plusieurs polypeptides 
ameliorant l'effet therapeutique a l'egard de l'infection virale (anticorps neutralisants, 
immunoconjugues, immunotoxines...). 
15 L'invention a egalement trait a une particule virale infectieuse ainsi qu'a une 

cellule hote eucaryote comprenant un vecteur viral selon l'invention. Ladite cellule 
hote est avantageusement une cellule de mammifere et, de preference, une cellule 
humaine et peut comprendre ledit vecteur sous forme integree ou non dans son 
genome. D s'agjra de preference d"une cellule souche ou differentiee hematopoietique 
20 (cellule souche totipotente, leucocyte, lymphocyte, monocyte ou macrophage..;). 

Une particule virale infectieuse selon l'invention est preparee selon les 
techniques conventionnelles dans le domaine de l'art. Sa propagation est effectuee 
dans une cellule de complementation adaptee aux deficiences qu'il porte. S'agissant 
d'un vecteur adenoviral, on aura par exemple recours a la lignee 293 etablie a partir 
25 de cellules de rein embryonnaire humain, qui complemente efficacement la fonction 
El (Graham et al., 1977, J. Gen. Virol. 36, 59-72) ou des lignees en derivant pour 
une double complementation (Yeh et al., 1996, J. Virol. 70, 559-565 ; Krougliak et 
Graham, 1995, Human Gene Therapy 6, 1575-1586 ; Wang et al., 1995 Gene 
Therapy 2, 775-783 ; Lusky et al., 1998, J. of Virology, no. 72, 2022-2032 ; 
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demande de brevet internationale WO 97/04 119). Mais d'autres lignees obtenues par 
transfection des sequences de complementation appropriees peuvent convenir. On 
peut egalement employer des virus auxilliaires pour complementer tout ou partie des 
fonctions defectives. 

5 L'invention concerne egalement un procede de preparation d ! une particule 

virale infectieuse comprenant un vecteur viral selon Tinvention, selon lequel : 

(i) on introduit ledit vecteur viral selon l'invention dans une cellule de 
complementation capable de complementer en tram ledit vecteur, de 
maniere a obtenir une cellule de complementation transferee, 
10 (ii) on cultive ladite cellule de complementation transferee dans des 

conditions appropriees pour permettre la production de ladite 
particule virale infectieuse, et 
(iii) on recupere ladite particule virale infectieuse dans la culture 
cellulaire. 

15 Bien entendu, la particule virale infectieuse peut etre recuperee du 

surnageant de culture mais egalement des cellules. Une des methodes couramment 
employee consiste a lyser les cellules par des cycles consecutifs de 
congelation/decongelation pour recueillir les virions dans le surnageant de lyse. 
Ceux-ci peuvent etre amplifies et purifies selon les techniques de l'art (procede 

20 chromatographique, ultracentrifiigation notamment a travers un gradient de chlorure 
de cesium...). 

L'invention a egalement pour objet une composition pharmaceutique 
comprenant a titre d'agent therapeutique ou prophylactique, au moins un vecteur 
viral, une particule virale infectieuse ou une cellule hote eucaryote selon l'invention 
25 en association avec un support acceptable d'un point de vue pharmaceutique. 

Ainsi, la composition pharmaceutique de l'invention peut comprendre au moins un 
vecteur viral dans lequel est inseree une sequence codant pour au moins un 
polypeptide permettant d'inhiber ou retarder la liaison d'un virus d'immunodeficience 
a une cellule cible et/ou la penetration dudit virus dans ladite cellule. Une telle 
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composition est apte a permettre la coexpression de plusieiirs polypeptides 
possedant lesdites proprietes d'inhibition ou de retardement de la liaison d'un virus 
a une cellule hote. Cette coexpression permet eventuellement auxdits polypeptides 
d'agir en synergic Ainsi, la composition de l'invention peut comporter un vecteur 
5 viral contenant une sequence codant pour plusieurs polypeptides, les sequences 
nucleotidiques codant pour chacun des polypeptides peuvent etre placees sous le 
controle du meme promoteur, ou de promoteurs differents inductibles ou non. Ces 
sequences nucleotidiques peuvent en outre etre inserees dans une region identique 
ou differente du genome viral et etre orientees de maniere identique ou inverse sur 
10 le vecteur. Les techniques permettant de concevoir les vecteurs dotes de telles 
caracteristiques sont bien connues de Fhomme du metier. De maniere alternative, la 
composition selon l'invention peut comporter plusieurs vecteurs viraux exprimant 
chacun un ou plusieurs peptides d'interet. 

La composition selon l'invention est destinee au traitement preventif ou curatif des 
15 maladies liees a une infection par un virus d'immunodeficience et, tout 
particulierement, par un virus VIH d'un serotype quelconque. H peut s'agir du VIH-1 
ou du VIH-2 (Hill et al., 1997, 1 Virol. 77, 6296-6304). 

Une composition pharmaceutique selon l'invention peut etre fabriquee de 
maniere conventionnelle. En particulier, on associe une quantite therapeutiquement 
20 eflficace de Tagent therapeutique ou prophylactique a un support acceptable d'un 
point de vue pharmaceutique. Les voies d'administration envisageables sont multiples 
(intragastrique, sous-cutanee, intracardiaque, intramusculaire, intraperitoneale, 
intratumorale, intranasal, intrapulmonaire ou intratracheale... etc). Mais, on 
preferera, une administration par voie intraveineuse, notamment dans le cas d'un 
25 vecteur adenoviral. Elle peut avoir lieu en dose unique ou repetee une ou plusieurs 
fois apres un certain delai d'intervalle. La voie d'administration et le dosage 
appropries varient en fonction de divers parametres, par exemple, de I'individu a 
traiter, du stade de la maladie.ou encore des sequences nucleotidiques a transferer. 
A titre purement indicatif, les particules virales selon l'invention peuvent etre 
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formulees sous forme de doses comprises entre 10 4 et 10 15 ui (unites infectieuses), 
avantageusement 10 3 et 10 14 ui et, de preference, 10 6 et 10 l3 ui. La formulation peut 
egalement inclure un diluant, un adjuvant ou un excipient acceptable d'un point de 
vue phannaceutique ou tout autre substance permettant d'ameliorer l f effet antiviral 
5 ou la stabilite. Un exemple d'une telle substance peut etre trouvee dans la demande 
franfaise 97 06600. 

La presente invention est relative a l'utilisation therapeutique ou prophylactique d'au 
moins un vecteur viral, d'une particuie virale infectieuse ou d'une cellule bote 
eucaryote selon 1'invention, pour la preparation d'un medicament destine au 
10 traitement des maladies d'immunodeficience et, notamment du SIDA par therapie 
genique. 

U est done egalement envisage dans le cadre de la presente invention Putilisation 
d'au moins un vecteur viral dans lequel est inseree une sequence codant pour au 
moins un polypeptide permettant d'inhiber ou retarder la liaison d'un virus 

15 d'immunodeficience a une cellule cible et/ou la penetration dudit vims dans ladite 
cellule. Une telle utilisation est apte a permettre la coexpression de plusieurs 
polypeptides possedant lesdites proprietes d'inhibition ou de retardement. 
Cette coexpression permet eventuellement auxdits polypeptides d'agir en synergic 
Lorsque il est prevu l'utilisation d'un vecteur viral contenant une sequence codant 

20 pour plusieurs polypeptides, les sequences nucleotidiques codant pourschacun des 
polypeptides peuvent etre placees sous le controle du meme promoteur, ou de 
promoteurs difFerents, inducibles ou non. Ces sequences nucleotidiques peuvent 
egalement etre orientees de maniere identique ou inverse sur le vecteur et etre placee 
dans une meme region virale ou non. Les techniques permettant de concevoir les 

25 vecteurs dotes de telles caracteristiques sont bien connues de l'homme du metier. 
La presente invention concerne egalement l'utilisation therapeutique ou 
prophylactique d'un vecteur adenoviral dans le genome duquel est insere TADNc 
codant pour le RANTES murin ou d'un vecteur plasmidique comprenant les 
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sequences codant pour au moins un polypeptide permettant d'inhiber ou retarder la 
liaison d'un virus d'immunodeficience a une cellule cible et/ou la penetration dudit 
virus dans ladite cellule, pour la preparation d'un medicament destine au traitement 
des maladies d'immunodeficience par therapie genique. Bien entendu, le polypeptide 
5 en usage dans la presente invention a les caracteristiques enoncees ci-dessus, tout 
comme le vecteur adenoviral permettant l'expression de PADNc codant pour le 
RANTES murin. Pour ce qui est du vecteur plasmidique, on peut employer un 
plasmide de l'etat de la technique ou le construire par les techniques de 
manipulations genetiques. Avantageusement, il possede les elements genetiques lui 

10 permettant de se repliquer et de se maintenir dans un microorganisme. et/ou une 
cellule hote, comme par exemple au moins une origine de replication et un gene de 
selection (gene codant pour une auxotrophic ou conferant une resistance a un 
antibiotique). II peut egalement comprendre des elements supplemental 
ameliorant son maintien, sa stabilite ou encore son integration dans les chromosomes 

15 del'hote. 

Un vecteur viral selon Tinvention ou un vecteur plasmidique en usage dans la 
presente invention peut etre utilise tel quel ou en association avec d'autres composes, 
tels que des composes lipidiques cationiques eventuellement en presence de lipides 
neutres ou zwitterioniques. Ces composes sont largement decrits dans la litterature 
20 accessible a 1'homme du metier. 

Selon une premiere possibility le medicament peut etre administre directement 
in vivo, par exemple par injection intraveineuse. Le polypeptide sera secrete dans le 
sang ou il pourra exercer son action antivirale. On peut egalement adopter 1'approche 
ex vivo qui consiste a prelever des cellules du patient (cellules souches de la moelle 
25 osseuse, lymphocytes du sang peripherique...), de les transferer ou infecter in vitro 
selon les techniques de Tart et de les readminister au patient. 

Enfin la presente invention a egalement pour objet une methode de traitement 
ou de prevention du SIDA, selon laquelle on administre une quantite 
therapeutiquement efficace d'un vecteur viral, d'une particule virale ou d'une cellule 
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hote eucaryote selon l'invention ou d'un vecteur plasmique en usage selon I'invention 
a un patient ayant besoin d'un tel traitement. 

EXEMPLES 

5 La presente invention est illustree, sans pour autant etre limitee, par les 

exemples suivants. 

Les constructions decrites ci-dessous sont realisees sejon les techniques 
generates de genie genetique et de clonage moleculaire, detaillees notamment dans 
Maniatis et al., (1989, Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, Laboratory Press, 
1 0 Cold Spring Harbor, NY) ou selon les recommandations du fabricant lorsqu'on utilise 
un kit commercial. La technique de recombinaison homologue est largement detaillee 
dans Chartier et al. (1996, J. Virol. 70, 4805-4810) et la souche utilisee a cet effet est 
de preference la souche K coli BJ 5 1 83 (Hanahan, 1 983, J. Mol. Biol. 166, 557-580). 
S'agissant de la reparation des sites de restriction, la technique employee consiste en 
1 5 un remplissage des extremites 5' protuberantes a l'aide du grand fragment de l'ADN 
"polymerase I d'£ coli (Klenow). Les techniques d'amplification par PCR (Polymerase 
Chain Reaction) sont connues de rhomme de l'art (voir par exemple PCR Protocols 
- A Cnjide to Methods and Applications, 1990, edite par Innis, Gelfand, Sninsky et 
White, Academic Press Inc). Pour la technique de transcription inverse PCR, on 
20 precede classiquement, tout d'abord a la transcription du complement inverse de 
l'ARNm a l'aide d'un oligonucleotide situe apres le codon STOP puis a l'amplification 
de l'ADNc a l'aide de deux amorces adequates. Par ailleurs, les fragments de genome 
adenoviral employes dans les differentes constructions decrites ci-apres, sont indiques 
precisement selon leur position dans la sequence nucleotidique du genome de l'Ad5 
25 telle que divulguee dans la banque de donnees Genebank sous la reference M73260. 

En ce qui concerne la biologie cellulaire, les cellules sont transferees ou 
transduites selon les techniques standards bien connues de l'homme du metier. Dans 
les exemples qui suivent, on a recours aux b'gnees cellulaires de complementation 293 
(Graham et al, 1977, supra ; disponible a 1'ATCC sous la reference CRL1573) et 
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A549-E1+ resultant de la transfection de la lignee humaine A549 par un plasmide 
exprimant la region El de l'Ad5 sous le controle du promoteur PGK (voir 
WO 94/28152). Pour 1'evaluation des virions, on utilise les cellules A549 
(ATCCCCL-185), Vero (ATCC CCL-81) et PM1 (NIH AIDS Research and 
5 Reference Reagent Program Catalog # 3038). II est entendu que d'autres lignees 
ceUulaires peuvent etre utilisees. Les cellules sont cultivees selon les techniques de Tart 
ou selon les recommandations du fournisseur. 

EXEMPLE 1 : Constructio n d'un vecteur adenoviral exprimant le RANTES 
10 humain 

L'ADNc codant pour le RANTES humain est clone par transcription inverse- 
PCR (RT-PCR) a partir d ! ARN isoles de lymphocytes humains actives pendant 3 jours 
en presence dTL-2 et d'anticorps anti-CD3. La transcription-inverse est realisee avec 

15 ^oligonucleotide oTG10794 (SEQ ED NO: 1), Tamplification par PCR avec les 
oligonucleotides oTG10793 (SEQ ID NO: 2) et OTG10794 en appliquant les 
conditions experimentales suivantes : 30 cycles de 1 min a 94°C, 1 min a 62°C et 1 
min 30 a 72°C). Le fragment amplifie (297 pb) est digere par^&al, purifie et insere 
dans le vecteur M13TG130 (Kieny et al., 1983, Gene 26, 91-99) prealablement 

20 linearise par Xbal et dephosphoryle, pour donner le vecteur Ml 3TG62 1 9. La presence 
du gene RANTES est confirme par digestion enzymatique (par exemple BgmSacH) 
et sa sequence nucleotidique par sequen9age selon les methodes de Tart. 

Le vecteur de transfert adenoviral pTG6600 est genere par introduction au sein 
de la region El de l'Ad5 du fragment Bglll-BamKl isole de pCI (Promega) et portant 

25 le promoteur CMV, une sequence d'epissage synthetique (site donneur $-gIobine 
humain/intron 1/site accepteur dlmmunoglobuline IgG) , un site multiple de clonage 
(MCS) et la sequence de polyadenylation du virus SV40 (voir la demande franpaise 
97 06757), de sorte que les elements de regulation sont localises en 3 1 des sequences 
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Ad5 s'etendant des nucleotides 1 a 458 et en 5' de celles en positions 3329 a 6241. Le 
fragment Xbal isole de M13TG6219 codant pour I'ADNc RANTES est insere au 
niveau du MCS, pour donner pTG6230. Le genome adenoviral recombinant designe 
pTG6232 est reconstitue par recombinaison homologue entre le fragment Pacl-BsiESl 
5 de pTG6230 et le vecteur pTG4656 dive par ClaL Ce dernier est un vecteur 
adenoviral recombinant comprenant le gene LacZ en remplacement die la region El. 

En parallele, le fragment Hindni-EcoKV de M13TG6219 est egalement insere 
dans la region El du vecteur pTG8348 similaire au pTG6600 mis a part la constitution 
de la cassette d'expression. Celle-ci contient le promoteur viral RSV, I'intron 2 du 

10 gene 0-globine de lapin et le signal de polyadenylation de ce meme gene. On obtient 
pTG6254. Le vecteur adenoviral pTG6264 est construit par recombinaison 
homologue entre le vecteur pTG4656 digere par Clal et le fragment Pacl-BstEW du 
vecteur de transfert pTG6254. On indique que pTG6264 est un vecteur delete des 
regions El (nt 459 a 3328) et E3 (nt 28592 a 30470) et comportant la cassette "prom 

15 RSV - intron - RANTES - p A P-globine" a la place des sequences E 1 . 

Les virions AdTG6232 et AdTG6264 sont obtenus de la fa?on suivante : les 
plasmides correspondants sont transfectes dans la lignee de complementation 293. Le 
surnageant cellulaire est recupere apres 3 cycles de congelation -decongelation et 
utilise pour infecter la lignee de complementation A549-E1+ et produire un pre-stock 

20 viral. Le profil de 1* ADN adenoviral est analyse selon la technique de Hirth (Glutzman 
et Von Doren, 1983, J. Virol. 45, 91- 103). Le stock viral est produit par amplification 
des particules sur la lignee A549-E1+ et les virions sont purifies sur gradient de 
chlorure de cesium. Le titre viral en ufp (unites formant des plages) est determine 
selon les techniques de Tart par titration sur cellules 293. Le nombre de particules 

25 infectieuses ui (unites infectieuses) est evalue par immunofluorescence de la proteine 
adenoviral DBP utilisant un anticorps anti-DBP (Reich et al., 1983, Virology 128 \ 
480-484). 

EXEMPLE 2 : Construction d'un vecteur adenoviral exprimant le derive RANTES 
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humain delete des 8 premiers residus fRANTES A1-8V 

Le derive RANTES A 1-8 est obtenu par mutagenese dirigee du vecteur 
M13TG6219 avec 1' oligonucleotide oTGl 1428 (SEQ ID NO: 3), afin de deleter les 
5 8 premiers acides amines de la proteine mature. Apres verification de la mutagenese 
par sequen^age, le fragment HiinHR-EeoKV du vecteur M13TG6267 ainsi genere est 
introduit dans le plasmide de transfert pTG8348. Apres digestion du vecteur en 
resultant par Pad et Zte/EII et recombinaison homologue avec pTG4656 coupe par 
C/fll, on genere pTG6283 lequel est delete des regions El (nt 459 a 3328) et E3 (nt 
10 28592 a 30470) et comporte la cassette "prom RSV - intron - RANTES A 1-8 - pA 
P-globine" a la place des sequences El. Les adenovirus recombinants AdTG6283 sont 
produits selon la methode indiquee ci-dessus. 

EXEMPLE 3 : Evaluation in vitro de l'effet antiviral des adenovirus AdTG6232. 
15 AdTG6264 et AdTG6283. 

Les cellules-cibles humaines A549 ou simiennes Vero sont infectees par les 
adenovirus recombinants a une multiplicity d'infection egale a 50 ou a 100. Les 
surnageants de culture sont recoltes 48 et 72 heures apres infection, et sont 

20 centrifuges pendant 5 minutes a 3500 rpm afin d'eliminer les debris cellulaires. Le 
RANTES est dose dans les surnageants de culture par ELIS A (kit R&D Systems # 
DRN00). Sa concentration varie entre 200 et 1000 ng/ml selon les productions. 

Puis, on evalue la capacite du RANTES produit par les virions recombinants a 
inhiber Pinfection des cellules lymphocytaires PM1 par le virus VEH. Pour ce faire, 

25 elles sont mises en presence des surnageants cellulaires obtenus de la lignee A549 ou 
Vero infectee par les adenovirus recombinants AdTG6232 ou AdTG6264. On evalue 
la concentration de RANTES dans les surnageants recueillis par ELIS A. Les cellules 
PM1 sont pre-incubees en presence de surnageant comprenant 500 ng RANTES / 10 6 
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cellules pendant 2 heures, puis eprouvees par le VIH1, isolat M-tropique Bal 
(multiplicity d'infection 10* 3 ou 10" 4 ). La culture est poursuivie en presence de 
surnageant comprenant 100 ng/ml de RANTES a partir de J3. La replication du VEH 
est suivie par analyse de Tactivite de la transcriptase-inverse dans les sumageants de 
5 culture PM1 (voir par exemple Virology Methods Manual 1996, ed. B. Mahy and H. 
Kangro Academic Press, Harcourt Brace & Company Publishers). On utilise a titre 
de controle du RANTES obtenu par voie recombinants Une nette inhibition de 
Pinfection virale peut etre observee en presence des sumageants des cellules infectees 
par TAdTG6232 ou AdTG6264 ou de la proteine recombinante. 

10 Des experiences de dose-reponse sont effectuees comme suit. Les cellules PM1 

sont mises en pre-incubation avec les sumageants de cellules infectees par AdTG6232 
ou AdTG6264 contenant des doses variables de RANTES (0 - 50 - 1 00 - 500 ng / 10 6 
cellules). La culture est poursuivie en presence des sumageants celiulaires contenant 
des doses de RANTES variant de 5 a 100 ng/ml (5 -25 - 50-75 - 100 ng/ml). Les 

15 cellules sont ainsi protegees vis-a-vis d'une infection virale jusqu'a 25 ng/ml 
RANTES, quelle que soit les conditions de pre-incubation. 

EXEMPLE 4 : Evaluation in vivo des adenovirus AdTG6232. AdTG6264 et 
AdTG6283. 

20 

Les differentes constructions ont ete injectees a des souris immunocompetentes 
C57Black/6 et immunodeficientes SCID afin de suivre Texpression du RANTES ou 
de son derive RANTES A 1-8, d'analyser la persistence du genome adenoviral, ainsi 
qu'une eventuelle toxicite liee a Texpression constitutive et forte des chimiokines. 
25 En premier lieu, 5x1 0 9 ui d'adenovirus recombinants AdTG6232 et AdTG6283 

sont injectees par voie intraveineuse a des souris immunocompetentes C57Black/6. 
La concentration serique en RANTES et RANTES A 1-8 est determinee par ELISA 
comme indique precedemment. On a pu detecter de 140 a 200 ng/ml de serum dans 
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les animaux ayant re<?u les virions AdTG6232, le maximum d'expression se situant a 
J3. Les souris injectees avec la construction AdTG6283 produisent 23 a 85 ng/ml de 
RANTES Al-8 pendant plus de 30 jours apres l'injection. Ces donnees confirment la 
fonctionnalite des virions de I'invention. 
5 L'ADN isole des foies de souris traitees est analyse par la technique de Southern 

a Taide d'une sonde specifique reconnaissant la jonction E3/E4 du genome Ad5. On 
observe une persistence du genome adenoviral dans les cellules hepatiques jusqu'a 30 
jours apres Projection, quel que soit le vecteur injecte. En outre, les experiences 
d'anatomo-pathologie realisees sur les foies des souris traitees n'ont pas mis en 

10 evidence une quelconque toxicite des adenovirus exprimant le RANTES. On utilise 
a titre de controle des animaux injectes avec un vecteur adenoviral non recombinant. 

Des experiences similaires sont realisees en souris immunodeficientes SOD: les 
animaux traites avec les virions AdTG6232 et AdTG6283 produisent des quantites de 
RANTES et RANTES Al-8 comprises entre 130 a 630 ng/ml. La concentration 

15 serique est legerement plus feible (20 a 60 ng/ml) dans le cas des souris injectees avec 
TAdTG6264. En outre, l'expression est stable et persistente sur plus de 30 jours 
lorsque Ton met en ouvre les vecteurs utilisant le promoteur viral RSV (AdTG6264 
et AdTG6283). Les analyses par la technique de Southern montrent la persistence du 
genome adenoviral jusqu'a plus de 30 jours apres Tinjection, quel que soit le vecteur 

20 utilise. L'injection des constructions virales s'accompagne d'une certaine toxicite de 
type hepatique surtout dans le cas de PAdTG6232, probablement liee a Tetat 
d'immunodeficience des animaux. 

EXEMPLE 5 : Evaluation in vitro et in vivo de 1'effet antiviral de RANTES sur les 
25 PBL humains. 

1. Evaluation in vitro de Teffet antiviral de RANTES sur les PBL humains. 
Les PBL (pour peripherical blood lymphocyte en anglais ou lymphocytes 
peripheriques) humains ont ete preleves chez des sujets sains, purifies et stimules 
pendant 48 heures en presence d'IL2 et d'anticorps anti-CD3. Les cultures de PBL 
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sont pre-incubees pendant 2 heures en presence de surnageant de RANTES (100 
ng/10 6 cellules) produit apres infection de cellules Vero ou~A549 par les vecteurs 
adenoviraux AdTG6332 ou AdTG6264. Les PBL sont ensuite eprouves par le VIH1, 
isolat M-tropique Bal (multiplicity defection 10" 4 ). La culture est poursuivie en 
5 presence de surnageant comprenant 50 ng/ml de RANTES a partir de J3. La 
replication du VIH est suivie par analyse de l'activite de la transcriptase-inverse dans 
les sumageants de culture des PBL. Une nette inhibition de l'infection virale peut etre 
observee en presence de RANTES produit par vecteur adenoviral apres infection de 
cellules A549 ou Vero. Ces resultats sont illustres sur la figure 1 qui montre la mesure 
10 de l'activite transcriptase inverse dans les sumageants de culture PBL. II apparait 
clairement que l'activite transcriptase inverse chez les PBL infectes par le VIH apres 
incubation en presence de surnageant RANTES est comparable a l'activite detectee 
chez les PBL non infectes, alors qu'une activate transcriptase inverse sensiblement 
plus importante est detectee chez les PBL infectes par le VIH. 

15 

2. Evaluation in vivo de Peffet antiviral de RANTES 
L'evaluation in vivo de I'effet antiviral de RANTES est effectuee en modele murin 
de souris sc/^c/tf immunodeficientes implantees avec des PBL humains. Les PBL 
sont cribles au prealable afin de determiner un donneur permettant d'obtenir une 

20 inhibition de Tinfection virale in vitro par RANTES. 

t Le vecteur adenoviral AdTG9338 (RSV-FDQ exprimant le facteur DC (Anson et al, 
EMBO, vol.3, no.5, pages 1053, 1984) est obtenu par une methode analogue a celle 
ayant permis l'obtention de AdTG6264 (RSV-RANTES). 
Les vecteurs adenoviraux AdTG6264 et AdTG9338 (5.10 9 iu) sont injectes par voie 

25 fetroorbitaire en souris scid/scid a JO. 2,6. 10 7 PBL humains sont administres aux 
souris a J2, par voie intraperitoneale. L'epreuve virale est realisee 14 jours apres 
1'infection adenovirale en injectant 5000 TCED 5 o de 1'isolat VIH1 M-tropique Bal 
par voie intraperitoneale. Les souris sont sacrifices a J28 afin d 'analyser la charge 
virale. 
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Un prelevement sanguin est realise avant Pepreuve VIH ( a J4) afin de determiner 
Pexpression de RANTES et du facteur EX humain. La quantification de RANTES 
et du FIX est realisee au moment du sacrifice (J28); La mesure de la charge virale 
est realisee a J21 et a J28. 

EXEMPLE 6 : Evaluation i n vivo de Peflfet antiviral de RANTES en modele 
macaque/SIV. 

L'evaluation de Peffet antiviral en modele macaque est effectuee sur 5 groupes 
d'animaux selon le schema etabli dans le tableau ci-dessous : 



Tableau 1 : 



groupes 


adenovirus 
5.10 ,0 iu/kg 


Gl : temoin pos. 


AdTG6401* 


G2 : RANTES 


AdTG6264 


G3 : RANTESA1-8 


AdTG6283 


G4 : SDF-1 


AdTG13221 


G5 : RANTES + SDF-1 


AdTG6264 + AdTG13221 



*AdTG6401 est utilise comme controle negatif de Pinfection adenoviral ; c'est 
un adenovirus de premiere generation dont le squelette adenoviral est identique a 
celui.des autres vecteurs impliques, mais ne vehicule aucune cassette d'expression. 

L'evaluation de Peffet antiviral est menee en parallele sur un lot de singes sains au 
moment de Tinjection des adenovirus et un lot de singes deja contamines par le 
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SIV. Les adenovirus recombinants sont administres aux singes par injection 
intraveineuse. Une epreuve virale est realisee sur le lot de singes sains 14 jours 
apres Pinfection adenoviral en injectant 10 AID/singe. La charge virale et 
Texpression des chimiokines sont mesurees, en suivant le meme protocole que 
5 celui utilise precedemment, a J 28. 
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Revendications 

1. Un vecteur viral recombinant dans le genome duquel est insere les sequences 
codant pour au moins un polypeptide permettant d'inhiber ou retarder la liaison 
d'un virus d'immunodeficience a une cellule cible et/ou la penetration dudit 
virus dans ladite cellule, ledit vecteur viral n'etant pas un vecteur adenoviral 
dans le genome duquel est insere PADNc codant pour le RANTES murin. 

2. Un vecteur viral recombinant selon la revendication 1, caracterise en ce que le 
polypeptide est un ligand d'un recepteur cellulaire, ledit recepteur facilitant la 
liaison et/ ou la penetration d'un virus d'immunodeficience dans la cellule cible. 

3. Un vecteur viral recombinant selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce 
que le polypeptide est un ligand d'un recepteur, ledit recepteur facilitant la 
liaison et/ ou la penetration du virus de rimmunodeficience acquise (VIH) dans 
la cellule cible, eventuellement en association avec CD4. 

4. Un vecteur viral recombinant selon la revendication 3, caracterise en ce que 
ledit polypeptide est un ligand d'un recepteur choisi parmi le groupe constitue 
par les recepteurs CCR-5, CXCR-4, CCR1, CCR-2B, CCR-3, CCR8, US28, 
BOB, BONZO, GPR1, V28, le recepteur putatif de MDC, APJ et CCR9. 

5. Un vecteur viral recombinant selon la revendication 3 ou 4, caracterise en ce 
que le ligand est choisi parmi le groupe constitue par les ligands RANTES, 
MEP-la, MP- 1(3 et SDF-1, notamment d'origine humaine. 

6. Un vecteur viral recombinant selon Tune des revendications 1 a 5, caracterise 
en ce que le polypeptide est un derive d'un polypeptide natif, en particulier un 
derive antagoniste. 
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7. Un vecteur viral recombinant selon la revendication 6, caracterise en ce que le 
polypeptide est un derive antagoniste du RANTES et, notamment le derive 
RANTESA1-8 ou le derive Met-RANTES. 

5 

8. Un vecteur viral recombinant selon la revendication 6, caracterise en ce que & 
polypeptide est un derive antagoniste de SDF-1 et notamment un peptide 

comprenant les 9 acides amines N-terminaux de SDF-1 . 

10 9. Un vecteur viral recombinant selon l'une des revendications 1 a 8, caracterise 
en ce qu'il derive d'un adenovirus. 

10. Un vecteur viral recombinant selon la revendication 9, caracterise en ce qu'il 
derive d'un adenovirus depourvu au moins de la majorite de la region El et, 

15 de fa9on optionnelle, de tout ou partie de la region E3. 

1 1. Un vecteur viral recombinant selon la revendication 9 ou 10, caracterise en ce 
qu'il derive d'un adenovirus : 

(1) depourvu de tout ou partie de la region El et, de maniere 
20 optionnelle, de tout ou partie de la region E3, 

(2) depourvu de tout ou partie des regions El et E2 et, de maniere 
optionnelle, de tout ou partie de la region E3, 

(3) depourvu de tout ou partie des regions El et E4 et, de maniere 
optionnelle, de tout ou partie de la region E3, 

25 (4) depourvu de tout ou partie des regions El et E4 et, de maniere 

optionnelle, de tout ou partie de la region E3, et comportant une 
mutation non fonctionnelle de la region E2, ou 
(5) depourvu de tout ou partie des regions El, E2 et E4 et, de maniere 

optionnelle de tout ou partie de la region E3. 
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12. Un vecteur viral recombinant selon Tune des revendications 9 a 11, caracterise ' 
en ce qu'il derive d'un adenovirus d'origine humaine, canine, aviaire, bovine, 
murine, ovine, porcine ou simienne ou encore d'un hybride comprenant des 
fragments de genome adenoviral d'au moins deux origines differentes. 

13. Un vecteur viral recombinant selon Tune des revendications 9 a 12, caracterise 
en ce que les sequences codant pour ledit polypeptide sont placees sous le 
controle du promoteur precoce du virus CMV (Cytomegalovirus), du 
promoteur RSV (Rous Sarcoma Virus) ou d'un promoteur foie specifique 
eventuellement couple al'ApoE enhancer. 

14. Un vecteur viral recombinant selon Tune des revendications 9 a 13, caracterise 
en ce qu'il derive d'un adenovirus depourvu de Tessentiel des regions El et E3 
et dans lequel est inseree a la place de la region El une cassette d'expression 
comportant un promoteur chpisi parmi les promoteurs CMV, RSV ou un 
promoteur foie-specifique, une sequence d'epissage, TADNc codant pour le 
RANTES humain ou son derive RANTES A 1-8 ou le derive Met-RANTES 
et une sequence de polyadenylation. 

15. Une particule virale infectieuse comprenant un vecteur viral selon Tune des 
revendications 1 a 14. 

16. Une cellule hote eucaryote comprenant un vecteur viral selon Tune des 
revendications 1 a 14 ou infectee par une particule virale infectieuse selon la 
revendication 15. 

17. Un procede de preparation d'une particule virale infectieuse selon la 
revendication 15, selon lequel : 
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(i) on introduit ledi t vecteur viral dans une cellule de complementation 
capable de complementer en trans iedit vecteur, de maniere a 
obtenir une cellule de complementation transferee, 

(ii) on cultive Iadite cellule de complementation transferee dans des 
conditions appropriees pour permettre la production de ladite 
particule virale infectieuse, et 

(iii) on recupere ladite particule virale infectieuse dans la culture 
cellulaire. 

18. Une composition pharmaceutique comprenant a titre d'agent therapeutique ou 
prophylactique au moins un vecteur viral selon Tune des revendications 1 a 14, 
une particule virale infectieuse selon la revendication 15 ou obtenue en mettant 
en oeuvre un procede de preparation selon la revendication 17 ou une cellule 
hote eucaryote selon la revendication 16, en association avec un support 
acceptable d ! un point de vue pharmaceutique. 

19. Une composition pharmaceutique selon la revendication 18, destinee au 
traitement des maladies d'immunodeficience et, plus particulierement du SID A. 

20. Une composition pharmaceutique selon la revendication 18 ou 19, en vue d\ine 
administration intraveineuse. 

21. Utilisation therapeutique ou prophylactique d'au moins un vecteur viral selon 
Tune des revendications 1 a 14, d'une particule virale infectieuse selon la 
revendication 15 ou obtenue en mettant en oeuvre un procede de preparation 
selon la revendication 16 ou d'une cellule hote eucaryote selon la revendication 
16, pour la preparation d'un medicament destine au traitement des maladies 
d'immunodeficience par therapie genique. 
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22. Utilisation therapeutique ou prophylactique d'un vecteur adenoviral dans le 
genome duquel est insere TADNc codant pour Ie RANTES murin ou d'un 
vecteur plasmidique comprenant les sequences codant pour au moins un 
polypeptide permettant d'inhiber ou retarder la liaison d'un virus 

5 d'immunodeficience a une cellule cible et/ou la penetration dudit virus dans 

ladite cellule, pour la preparation d'un medicament destine au traitement des 
maladies d'immunodeficience par therapie genique. 

23. Utilisation therapeutique ou prophylactique selon la revendication 22, 
10 caracterisee en ce que ledit polypeptide a les caracteristiques enoncees aux 

revendications 2 a 8. 

24. Utilisation therapeutique ou prophylactique selon Tune des revendications 21 
a 23, pour la preparation d'un medicament destine au traitement du SIDA par 

15 therapie genique. 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATION GENERALS : 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: Transgene S.A. 

(B) RUE: 11 rue de Molsheim 

(C) VILLE: Strasbourg 

(E) PAYS: France 

(F) CODE POSTAL: 67082 

(G) TELEPHONE: 03 88 27 91 00 

(H) TELECOPIE: 03 88 27 91 11 

TITRE DE L' INVENTION: Vecteurs permettant d'inhiber ou retarder 

liaison d*un virus d 1 immunodeficience et/ou sa penetration 
dans une cellule note. 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 3 

(iv) FORME LISIBLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Tape 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D» EXPLOITATION: PC- DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.25 (OEB) 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 30 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 
<C) NOMBRE DE BRINS : simple 
(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(iii) HYPOTHETIQUE : NON 

(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Homo sapiens 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: amorce PCR et RT-PCR OTG10794 

(clonage ADNc RANTES humain) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 1: 
AAGTTCAGGT TTCTAGAGGT ACCATCCTAG 30 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 2: 



(ii) 

la 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
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(A) LONGUEUR: 27 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BR INS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

<ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Homo sapiens 

<C) INDIVIDUEL ISOLE: amorce PCR OTG10793 (clonage ADNc 
RANTES humain) 



(xi) DESCRIPTION DE LA' SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 
CCTCTCTAGA GGTACCATGG GGGTCTC 27 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 30 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Homo sapiens 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligo de mutagenese OTG11428 (RANTES 
del 1-8) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 
GCTCCTGCAT CTGCCCCCTG CTGCTTTGCC . 30 
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Box I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet) 



This international search report has not been established in respect of certain claims under Articl e 1 7(2)(a) for the following reasons: 
1. Iv"| ClaimsNos.: 

1 — 1 because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 

Observation: Although Claims 21 to 24 concern a method for treatment of the human or 
animal body, the search was carried out on the basis of the effects attributed to the product. 



□ 



ClaimsNos.: 

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically: 



3. ClaimsNos.: 

1 — 1 because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6 .4(a). 



Box II Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of iirst sheet) 



This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 



1. I I As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 

searchable claims. 

2. QjJ As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment 

of any additional fee. 

3. I I As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 
1 — ' covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos. : 



□ No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is 
restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.: 



□ 
□ 



The additional search fees were accompanied by the applicant's protest 
No protest accompanied the payment of additional search fees. 
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Cadre I Observations - lorsqu il a ete estlme que certaines revendications ne pouvaient pas faire i'objet d'une recherchi t 
(suite du point 1 de la premiere feuille) 



Conformement a Particle 1 7.2)a). certaines revendications n'ont pas tait I'objet tfune recherche pour les motifs suivants: 



Les revendications n 03 

se rapportent a un objet a regard duquel ('administration n'est pas tenue de proceder a la recherche, a savoir: 

Remarque: Bien que les revendications 21 a 24 

concernent une methode de traitement du corps humain/animal , 
la recherche a ete effectuee.et basee sur les effets imputes 
au produit 

Les revendications n 05 

se rapportent a des parties de la demande internationale qui ne remplissent pas suffisamment les conditions prescrites pour 
qu une recherche significative puisse etre effectuee. en particuiier. 



□ 



Les revendications n os 

sont des revendications dependantes et ne sont pas redigees conformement aux dispositions de la deuxieme et de la 
troisieme phrases de la regie 6. 4, a). 



Cadre II Observations - lorsqu'il y a absence d'unite de I'lnvention (suite du point 2 de la premiere feuille) 



L'administration chargee de la recherche internationale a trouve plusieurs inventions dans la demande internationale. a savoir: 



1, ( I Comme toutes les taxes additionnelles ont ete payees dans les delais par le deposant. le present rapport de recherche 
' — ' internationale porte sur toutes les revendications pouvant tatre Tobjet d'une recherche. 

2. I I Comme toutes les recherches portant sur les revendications qui s*y pretaient ont pu etre effectuees sans etton particuiier 

justifiant une taxe additionnelle, Tadministration n a sollicite le paiement d'aucune taxe de cette nature. 



3. I I Comme une partie seulement des taxes additionnelles demandees a ete payee dans les delais par le deposant, le present 
' — ' rapport de recherche internationale ne pone que sur les revendications pour lesquelles les taxes ont ete payees, a savoir 
les revendications n °* 



4. Aucune taxe additionnelle demandee n'a eta payee dans les delais par le deposant. En consequence, le present rapport 
1 — I de recherche internationale ne porte que sur ('invention mentionnee en premier lieu dans les revendications; elle est 
couverta par les revendications n 09 



Remarque quant & la reserve | | Les taxes additionnelles etaient accompagnees d'une reserve de la pan du dgposan :. 

| . | Le paiement des taxes additionnelles n'etait assort! d'aucune reserve. 
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